






4.1 Jenis Penelitian  
Penelitian yang akan dilakukan merupakan penelitian true experimental 
dengan menggunakan metode the pretest-posttest control group design. dimana 
sampel dipilih secara acak dan dibagi menjadi 5 kelompok, yatu terdiri dariyaitu 
Kelompok kontrol positif (K+), Kelompok kontrol negatif (K-), 3 kelompok uji 
yaitu P1 dan P2 dan P3 
K-        : Mencit diberikan pakan standar + aquades. 
K+       : Mencit diinfeksi Shigella dysenteriaedan suspensi  siprofloxacin 
P1 : Mencit diinfeksi Shigella dysenteriae dan pemberian ekstrak etanol 
tanaman umbi sarang semut (myrmecodia sp) dengan konsentrasi dosis 
0,025 mg/kg BB selama 14 hari 
P2 : Mencit diinfeksi Shigella dysenteriae dan pemberian ekstrak etanol 
tanaman umbi sarang semut (myrmecodia sp) dengan konsentrasi dosis 
0,050 mg/kg BB selama 14 hari 
P3 : Mencit diinfeksi Shigella dysenteriae dan pemberian ekstrak etanol 
tanaman umbi sarang semut (myrmecodia sp) dengan konsentrasi dosis 
0,100 mg/kg BB selama 14 hari 
 
4.2 Tempat penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret-April 2019, preparasi 
mencakup pengambilan, pembuatan bahan, dan penelitian uji aktifitas bakteri. 
Pengambilan umbi tanaman sarang semut (myrmecodia sp) di Kalimantan Selatan. 
Pada pembuatan dan penelitian dilaksanakan di Laboratorium Sintesa Jurusan 
Farmasi. Fakultas Ilmu Kesehatan, Universitas Muhammadiyah Malang. 
Selanjutnya pada tahap pembedahan  pengambilan feses mencit (Mus Musculus) 
dilakukan di Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran, Universitas 





dilakukan di Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas 
Muhammadiyah Malang. Waktu pelaksaan kegiatan pada bulan Februari-April 
2019. 
 
4.3 Populasi dan Sampel Penelitian 
4.3.1 Populasi 
Populasi sampel dalam penelitian ini adalah menggunakan mencit putih 
galur wistar, dengan berat badan 20-30 g berusia 2-3 bulan sebagai hewan coba. 
Tikus yang digunakan adalah  mecit sehat yang ditandai dengan perilaku normal 
dan memiliki nafsu makan yang baik serta diadaptasi selama 7 hari untuk 
menyesuaikan dengan kondisi lingkungan dilaboratorium sebagai hewan coba. 
4.3.2 Sampel dan Besar Sampel 
Untuk menentukan besar sampel pada penelitian eksperimental digunakan 
rumus berikut (Pusdatin, Kemkes RI). 
(t – 1) (j – 1)   15 
Keterangan : 
t = Jumlah kelompok perlakuan 
j = Jumlah besar sampel dalam satu kelompok perlakuan 
(6 – 1) (j – 1)   15 
5 (j – 1)   15 
 (j – 1)   3 
j   3 
j   3 
Perlu dilakukan penambahan faktor koreksi 10% dari besar sampel, maka 
didapatkan. 
j = 3 + 10% (j) 
j = 3 + 0.5 = 3.5   4 
Maka dari perhitungan diatas didapatkan minimal sampel dalam satu 
kelompok perlakuan adalah 4 ekor mencit, maka dari itu kita menggunakan total 





Berdasarkan perhitungan di atas, maka besar sampel yang di perlukan 
untuk masing-masing kelompok perlakuan adalah 4 ekor mencit. Pada penelitian 
ini, jumlah mencit yang dipakai adalah 24 ekor untuk 6 kelompok perlakuan. 
Mencit diadaptasi selama 7 hari (Robert et al,) dan di beri pakan standar. 4 ekor 
tikus pada masing-masing kelompok di tempatkan pada kandang berukuran ±  
17,5  x  23,75  x  17,5  cm dalam kondisi terawat dan bebas dari polutan dan 
kebisingan. Suhu ruangan terkontrol pada 22 ° C ± 1 ° C dan relatif kelembaban 
udara 50-60%. Makanan dan air keran yang disediakan ad-libitum. Berat tikus 
diukur mingguan pada seluruh percobaan (Badkook, 2013). 
 
4.4 Kriteria Inklusi 
Mencit            : putih wistar galur murni 
Mencit            : Sehat dan aktif 
Umur              : 2-3 bulan 
Berat tikus     : 20-30 gram  
Jenis kelamin : jantan  
4.4.1 Kriteria Ekslusi 
Mencit Sakit Selama Aklimatisasi 
Mencit Dengan Kelain Anatomi 
4.5 Variabel Penelitian 
Variabel yang dapat diamati pada penelitian ini yaitu : 
1. Variabel bebas :  
P1 : Mencit 1 diinfeksi Shigella dysenteriae dan pemberian ekstrak etanol 
tanaman umbi sarang semut (Myrmecodia sp) secara oral dengan 
konsentrasi dosis 0,025 g/kgBB. 
P2 : Mencit 2 diinfeksi Shigella dysenteriae dan pemberian ekstrak etanol 
tanaman umbi sarang semut (Myrmecodia sp) secara oral dengan 
konsentrasi dosis 0,050 g/kgBB. 
P3 : Mencit 3 diinfeksi Shigella dysenteriae dan pemberian ekstrak etanol 
tanaman umbi sarang semut (Myrmecodia sp) secara oral dengan 





2. Variabel tergantung : Jumlah bakteri pada faces mencit (mus musculus). 
3. Variabel Kontrol : Mencit dengan diare 
4. Variabel pengganggu : 
a. Dapat dikendalikan 
Jenis kelamin, umur, faktor hormonal, makanan, minuman, kondisi 
(stress). 
b. Tidak dapat dikendalikan 
 
4.6 Alat dan Bahan 
4.6.1 Alat 
1. Timbangan untuk menimbang berat badan tikus 
2. Timbangan untuk menimbang ekstrak etanol tanaman umbi sarang 
semut (myrmecodia Sp) 
3. Kandang tikus beserta perlengkapan untuk pemberian makan untuk 
tikus 
4. Botol air 
5. Gelas ukur 
6. Beaker glass 
7. Erlenmeyer 
8. Batang pengaduk 
9. Corong gelas 
10. Cawan porselin 
11. Kertas saring 
12. Alumunium foil 
13. Spuit sonde 
14. Spuit 
15. Kapas 
16. Alkohol swab 
17. Mortir stemper 








1. Umbi tanaman sarang semut (myrmecodia sp) Kalimantan Selatan 
2. Hewan percobaan mencit putih 
3. Bakteri Shigella dysenteriae 
4. Aqua desatilata (Rofa Laboratorium Center) 
5. Alkohol 96%% (PT. Indo Daisun Sakti) 
6. Antibiotik ciprofloxacim (Hexpharm Jaya) 
7. Culture medium SSA (Salmonella & Shigella Agar) 
8. Larutan NaCl 0,9% (PT. Widatra Bakti) 
9. Larutan Kloroform (Merk Milipore, Jerman) 
 
4.7 Pengumpulan Data 
4.7.1 Uji Etik 
Uji etik dilakukan di lab Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas 
Muhammadyah Malang. 
4.7.2 Persiapan Hewan Coba 
Pada penelitian ini sampel atau hewan coba yang di gunakan adalah mencit 
putih galur wistar dengan berat badan 20-30 g berusia 2-3 bulan. Sampel di ambil 
secara acak dan termasuk jenis random sampling (probability sampling) dimana 
tiap unit atau individu dalam suatu populasi memiliki probabilitas yang sama 
untuk di jadikan sampel.  
Berdasarkan protokol yang disahkan oleh The Committee for the Purpose of 
Control and Supervision of Experiments on Animal (CPCSEA), hewan coba di 
pelihara pada kondisi lingkungan yang standar 22-28
o 
C, ada pertukaran gelap 
terang setiap 12 jam) dan di beri makan dengan pakan standar dan air ad-libitum. 
Hewan coba ini di adaptasi pada kondisi eksperimen dengan menenmpatkannya 
pada kandang selama 7 hari terlebih dahulu sebelum eksperimen. Setelah masa 
adaptasi, hewan coba dipindahkan untuk dibagi menjadi beberapa kelompok 






Menggunakan metode pretest, sehingga sebelum dan sesudah diinduksi 
bakteri semua mencit ditimbang berat badan dan dicek fesesnya mengguanakan 
metode pourplate untuk mengetahui bahwa mencit telah terinfeksi oleh bakteri 
Shigella Dysenteriae. Selanjutnya dilakukan metode posttest pada semua 
kelompok perlakuan untuk melihat adanya pengaruh perbedaan perlakuan pada 
hewan uji untuk diambil feces dari hewan coba. 
4.7.3 Persiapan ekstrak 
Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi dengan menggunakan pelarut 
etanol 96%. Serbuk umbi sarang semut 500 g dimasukkan kedalam bejana, 
kemudian ditambahkan pelarut etanol sebanyak 5 L dan direndam selama 24 jam 
sambil sesekali diaduk. Setelah direndam selama 24 jam, hasil maserasi tadi 
disaring menggunakan kertas saring dan vacuum. Setelah itu, residu yang didapat 
direndam kembali dengan pelarut etanol sebanyak 5 L, dengan perlakuan yang 
sama, maserasi dilakukan berulang kali hingga semua senyawa tertarik seluruhnya 
oleh pelarut. Setelah selesai, hasil filtrat tadi diuapkan menggunakan alat rotary 
evaporator sehingga didapatkan ekstrak kental dengan kandungan pelarut yang 
lebih sedikit. Pelarut kemudian dikeringkan dan diuapkan dalam oven pada suhu 
40
0 
C hingga diperoleh ekstrak kental umbi Myrmecodia sp. bebas pelarut (Dirjen 
POM, 2000). 
4.7.4 Skrining Fitokimia 
4.7.4.1 Pemeriksaan Alkaloid 
Ekstrak sampel ditambah HCl 2N dan larutan dibagi dalam 2 tabung. 
Tabung 1 ditambah 2-3 tetes reagensia mayer dan tabung 2 ditambah 2-3 tetes 
reagensia wagner. Terbentuknya endapan putih kekuning-kuningan pada tabung 1, 
dan endapan berwarna coklat pada tabung 2 menunjukkan adanya alkaloid 
(Depkes RI, 1980). 
4.7.4.2 Pemeriksaan Flavanoid 
Ekstrak sampel sebanyak 2 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu 
ditambahkan beberapa miligram serbuk Mg dan 1 mL larutan HCl pekat. 
Perubahan warna larutan menjadi warna merah jingga sampai merah ungu 
menunjukan adanya flavonoida. Perubahan warna menjadi kuning, jingga, 





4.7.4.3 Pemeriksaan Tanin 
Ekstrak sampel dimasukan kedalam tabung reaksi dilarutkan dalam 2 mL 
air dan ditambahkan 3 tetes larutan FeCl3 1%. Timbulnya warna biru kehitaman 
dan hijau kehitaman menunjukkan adanya senyawa tannin (Robinson, 1991) 
4.7.4.4 Pemeriksaan Saponin 
Ekstrak sampel sebanyak 2 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu 
ditambahakan 10 mL air panas, setelah itu didinginkan dan dikocok secara kuat 
selama 10 menit sehingga terbentuk buih dan tidak hilang selama 10 menit 1-10 
cm yang menunjukkan adanya saponin (Evans, 2009). 
4.7.5 Pembuatan Media 
4.7.5.1 Peremajaan dan Suspensi Bakteri Shigella dysentriae 
Bakteri yang akan diuji setiap kali harus dibiakmudakan terlebih dahulu, 
dengan cara menggoreskan biakan dari stok bakteri ke agar miring SSA yang 
masih baru. Kemudian diinkubasi di dalam inkubator pada suhu 37°C selama 24 
jam (Hadioetomo, 1993). Untuk uji, bakteri yang telah dimudakan diambil dan 
dimasukkan ke dalam media NB (Nutrien Broth) steril sebagai suspense bakteri, 
untuk 1 ml media NB, kemudian suspense di shaker selama 3 x 24 jam untuk 
mempercepat pertumbuhan bakteri, sehingga saat pengujian bakteri dalam 
keadaan tumbuh. Pertumbuhan bakteri Shigelladysentriae pada medium NB dapat 
dilihat dari kekeruhan suspensi yang terbentuk. 
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah koloni bakteri  Shigella 
dysenteriae yang disesuaikan dengan standar 1 Mc Farland  (setara dengan jumlah 
bakteri 3,0 x 10
8 
CFU/ml). Setelah  itu  dilakukan pengenceran  dengan  memipet  
0,1  ml suspensi  bakteri  (10
8
 CFU/ml), dimasukkan  ke  dalam  tabung  steril  
dan ditambahkan larutan natrium klorida 0,9% sebanyak  9,9  ml  dan  dikocok  




4.7.6 Uji in vivo Induksi Bakteri Shigella dysenteriae 
Mencit diinduksi bakteri Shigella dysenteriae yang sebelumnya sudah 
dipuasakan terlebih dahulu 60 menit sebelum diinduksikan bakteri, Bakteri 





Suspensi  bakteri S. dysenteriae yang akan digunakan dalam penelitian ini 
adalah bakteri dengan  kepadatan  10
3 
CFU/ml (Artanti, 2018). 
4.7.7 Pemberian Bahan Uji 
 Mencit yang sudah mengalami diare dibagi menjadi 6 kelompok perlakuan, 
amsing-masing terdiri dari 4 ekor tikus : 
Kelompok kontrol sehat hanya diberikan pakan dan minum tanpa diinduksi 
bakteri Shigella dyseteriae. 
Kelompok kontrol positif akan  diinduksikan bakteri Shigella dysenteriae dan 
mendapatkan terapi sesuai dengan pedoman WHO yaitu Ciprofloxacin yang telah 
dikonversi dari dosis manusia menjadi dosis mencit sekitar 1,3 mg. 
Kelompok kontrol negatif akan diinduksikan bakteri Shigella dysenteriae saja 
tanpa diberikan pengobatan. 
Kelompok 1 akan mendapatkan ekstrak umbi sarang semut dengan dosis rendah 
yaitu larutan dengan ekstrak umbi sarang semut sebesar 0,025 g/KgBB. 
Kelompok 2 akan mendapatkan ekstrak umbi sarang semut dengan dosis sedang 
yaitu larutan dengan ekstrak umbi sarang semut sebesar 0,050 g/KgBB. 
Kelompok 3 akan mendapatkan ekstrak umbi sarang semut dengan dosis tinggi 
yaitu larutan dengan ekstrak umbi sarang semut sebesar 0,100 g/KgBB. 
Kandang mencit akan dipisahkan agar tidak terjadi mencit yang saling menyerang 
dan tidak terjadi infeksi antar kelompok. Mencit akan diberikan asupan pakan 
pelet setiap hari dan asupan air mineral. 
4.7.8 Perhitungan Jumlah Bakteri Shigelladysentria pada Feces Mencit 
Frekuensi dan berat tinja dievaluasi setiap hari selama 3 berturut-turut hari 
sebelum induksi diare dan selama 6 hari berikut. Bangku dikumpulkan 
menggunakan kain putih tetap di bawah Bar mendukung hewan. Hewan yang 
diamati selama 7 hari dari hari induksi untuk lethality. Shigelladysentria yang 
disebutkan dalam tinja sebelum pemberian oral mereka dan di 2, 26, 50 dan 98 
jam setelah munculnya diare. Untuk mencapai ini, 0,5 g diare feces homogen 
dalam 4,5 mL steril asin, dan lebih lanjut serial pengenceran dilakukan di Saline. 





permukaan agar Salmonella-Shigella (SS) piring dengan penyebar kaca. Piring itu 
kemudian diinkubasi pada 37° C untuk 24 jam dan jumlah koloni ditentukan.  
4.7.9 Pemberian Bahan Uji 
Mencit yang sudah mengalami diare dibagi menjadi 6 kelompok 
perlakuan, amsing-masing terdiri dari 4 ekor tikus : 
 Kelompok kontrol sehat hanya diberikan pakan dan minum tanpa diinduksi 
bakteri Shigella dyseteriae. 
 Kelompok kontrol positif akan  diinduksikan bakteri Shigella dysenteriae 
dan mendapatkan terapi sesuai dengan pedoman WHO yaitu Ciprofloxacin 
yang telah dikonversi dari dosis manusia menjadi dosis mencit sekitar 1,3 
mg. 
 Kelompok kontrol negatif akan diinduksikan bakteri Shigella dysenteriae 
saja tanpa diberikan pengobatan. 
 Kelompok 1 akan mendapatkan ekstrak umbi sarang semut dengan dosis 
rendah yaitu larutan dengan ekstrak umbi sarang semut sebesar 0,025 
g/KgBB. 
 Kelompok 2 akan mendapatkan ekstrak umbi sarang semut dengan dosis 
sedang yaitu larutan dengan ekstrak umbi sarang semut sebesar 0,050 
g/KgBB. 
 Kelompok 3 akan mendapatkan ekstrak umbi sarang semut dengan dosis 
tinggi yaitu larutan dengan ekstrak umbi sarang semut sebesar 0,100 
g/KgBB. 
Kandang mencit akan dipisahkan agar tidak terjadi mencit yang saling menyerang 
dan tidak terjadi infeksi antar kelompok. Mencit akan diberikan asupan pakan 
pelet setiap hari dan asupan air mineral. 
4.7.9.1 Metode Postest 
Hewan uji yang telah diinduksi Shigella dysenteriae dan untuk mengetahui 
infeksi telah terjadi, diambil feses mencit dan dilihat bakteri yang ada pada feses 
mencit satu hari sebelum infeksi dan 4 hari setelah infeksi untuk dibuat 
perbandingan, kemudian feses yang telah dikumpulkan dilarutkan dalam air suling 





lempeng khas Shigella dysenteriae Salmonella-Shigella Agar (SSA) yang 
kemudian diinkubasi semalaman pada suhu 37ºC. Koloni yang khas kemudian 
diidentifikasi dan dihitung di atas lempeng 
4.7.10 Pengamatan Feses 
Setelah mencit diinduksi dengan bakteri Shigella dysenteriae maka feses 
dari hewan uji diambil dan kemudian dimasukkan ke dalam media Salmonella-
Shigella Agar (SSA). Sehingga pengukuran jumlah bakteri dalam feses dapat 
dilihat dari warna yang terbentuk saat bakteri Shigella dysenteriae dimasukkan ke 
dalam media Salmonella-Shigella Agar (SSA).  
4.7.11 Analisis Data 
Analisis data yang dipakai dalam penelitian ini memakai metode One Way 
ANOVA Uji homogenitas dan uji Post Hoc LSD dikelola menggunakan software 
SPSS (Statistic program for Social Science) 16 for windows. Uji ANOVA 
dilakukan untuk mengetahui seberapa besar pengaruh ekstrak etanol Umbi sarang 
semut (myrmecodia Sp). Hasil ujia ANOVA dikatakan ada pengaruh yang sangat 
bermakna jika nilai signifikan p < 0,05. Uji post Hoc LSD dilakukan untuk 












Gambar 4. 1 Alur Penilaian 
Pengelompokan 30 mencit jantan (Mus musculus)secara random 
menjadi 5 kelompok, masing-masing mencit ditimbang 
Pengambilan feses pada mencit untuk 
mengkonfirmasi mencit sudah 
terinfeksi dengan metode pour plate, 
inkubasi sekitar 2 hari 
Mencit diinduksi bakteri Shigella 
dysenteriae secara intraperitoneal 





























Pengambilan feces mencit 
Pengamatan pertumbuhan bactery pada 
mukosa mencit di media SSA (Salmonela 
Shigella Agar) 
Pengolahan data 
Penarikan kesimpulan 
